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ВВЕДЕНИЕ
Лекарственные средства группы производных пурина имеют широкое 
применение в медицине и относятся к различным фармакологическим группам: 
психостимуляторы, противовирусные, противоподагрические и др. 
лекарственные средства. Некоторые лекарственные вещества данной группы 
входят в состав продуктов питания. Случаи отравления веществами данной 
группы описаны в литературе, а также зарегистрированы в Управлении по 
Витебской области Государственной службы медицинских судебных экспертиз 
(3 случая отравления теофиллином с легальным исходом в 2004 году, по 7 
случаев отравления веществами данной группы в 2009 и 2010 годах и 2 случая в 
2011 году).
Сложность при определении производными пурина заключается в их 
низкой извлекаемости из биологических объектов при пробоподготовке. В 
описанных методиках отсутствуют обоснования и единый подход к выбору 
растворителя для ЖЖЭ, либо сорбента для ТФЭ. Чаще всего для определения 
данных веществ используются методы высокоэффективной жидкостной и 
газовой хроматографии. Однако существующие методики имеют ряд 
недостатков (трудоемкость, большие расходы реактивов) и отличаются 
необоснованным выбором подвижных и неподвижных фаз при 
хроматографическом определении.
Актуальным является изучение хроматографических характеристик 
производных пурина и их структурных аналогов, а также изучение 
экстракционных характеристик данной группы соединений с целью выбора 
оптимальных условий их выделения и концентрирования при анализе 
различных объектов.
ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
Связь работы с научными программами и темами
Диссертационная работа выполнена в соответствии с планом научно- 
исследовательсхих работ Витебского государственного ордена Дружбы 
народов медицинского универститета (регистрационный номер №20091029, 
тема «Экстракционное конентрирование и разработка методик 
хроматографического и спектрофотометрического определения лекарственных 
веществ основного характера»).
Цель и задачи ислледования
Целью настоящего исследования является разработка 
высокочувствительных и селективных методик хроматографического
ВИТЕБСКИЙ ГОСУДАРСТВЕННЫЙ 
МЕДИЦИНСКИЙ УНИВЕРСИТЕТ
БИБЛИОТЕКА
определения лекарственных веществ группы производных пурина в 
биологических объектах.
Для реализации цели поставлены следующие задачи:
-  определить экстракционные характеристики производных пурина при 
экстракции из водных растворов с использованием индивидуальных 
органических растворителей и их смесей;
-  изучить сорбционные характеристики производных пурина на
немодифицированных и химически модифицированных силикагелях;
-  исследовать основные закономерности хроматографического поведения 
изучаемых лекарственных веществ в обращенно-фазовой жидкостной 
хроматографии;
-  разработать методики количественного определения теобромина,
теофиллина, кофеина, пентоксифиллина, ацикловира и аллопуринола в 
плазме крови методом ВЭЖХ.
Объект и предмет исследования -  лекарственные вещества группы 
производных пурина: теобромин, теофиллин, кофеин, пентоксифиллин, 
ацикловир и аллопуринол. Лекарственные вещества данной группы широко 
применяются в медицинской практике, некоторые из них (кофеин, теобромин, 
теофиллин) входят в состав продуктов питания. Существующие методики 
определения лекарственных веществ группы производных пурина в 
биоматериале методом ВЭЖХ трудоемки и требуют больших расходов 
реактивов. Поэтому разработка новых высокочувствительных и селективных 
методик определения лекарственных веществ группы производных пурина в 
биологических объектах является актуальной задачей фармацевтического и 
химико-токсикологического анализа.
Кроме методов определения представляют особый интерес методы 
выделения производных пурина из различных объектов, в частности, жидкость- 
жидкостная и твердофазная экстракция.
Положения, выносимые на защиту
1. Новые экспериментальные данные, иллюстрирующие влияние различных 
факторов (ионная сила и pH раствора, природа экстрагента) на 
коэффициенты распределения лекарственных веществ группы производных 
пурина и их структурных аналогов при жидкость-жидкостной экстракции 
индивидуальными органическими растворителями. Лучшими экстрагентами 
для извлечения кофеина и пентоксифиллина является хлороформ (константы 
распределения соответственно равны 17,8 и 258). Оптимальный диапазон 
значений pH раствора для экстракции данных веществ составляет 2-11. При 
экстракции теобромина, теофиллина, ацикловира и аллопуринола лучшими
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экстрагентами являются алифатические спирты («-бутиловый и 
изобутиловый). Оптимальным для извлечения теобромина является 
диапазон значений pH = 2-9, теофиллина - pH = 2-7, ацикловира - pH = 4-8 и 
для аллопуринола -  pH = 2-7.
2. Результаты исследования влияния состава экстрагента на коэффициенты 
распределения теобромина, теофиллина, кофеина, пентоксифиллина, 
ацикловира и аллопуринола при их извлечении из водных растворов 
смесями органических растворителей. Лучшими экстрагентами для 
изученной группы веществ являются смеси хлороформа или дихлорметана с 
«-бутиловым или изобутиловым спиртами. Наиболее выраженный 
синергетный эффект наблюдается при экстракции данными смесями 
теобромина и теофиллина при молярной доли спирта в смеси 0,3-0,4. 
Константы распределения данных веществ при экстракции смесью 
хлороформ: изобутиловый спирт (содержащей 0,3 молярные доли спирта) 
соответственно равны 1,49 и 6,75, что значительно выше констант 
распределения при экстракции индивидуальными органическими 
растворителями.
3. Новые экспериментальные данные, показывающие влияние различных 
факторов на сорбцию и десорбцию лекарственных веществ группы 
производных пурина и их структурного аналога аллопуринола на 
^модифицированных и химически модифицированных силикагелях. 
Лучшими сорбентами для извлечения изученных веществ из водных 
растворов являются химически модифицированные неполярные сорбенты 
Диасорб-100-С8 и Диасорб-100-С 16.
4. Методики выделения, концентрирования и определения теобромина, 
теофиллина, кофеина, пентоксифиллина, ацикловира и аллопуринола в 
плазме крови методом высокоэффективной жидкостной хроматографии в 
сочетании с жидкость-жидкостной или твердофазной экстракцией, 
позволяющие определять концентрации изученных веществ в широком 
диапазоне и уменьшить износ хроматографического оборудования благодаря 
использованию неагрессивных подвижных фаз.
Личный вклад соискателя
Соискателем выполнена вся экспериментальная часть диссертационной 
работы, проведена графическая и статистическая обработка полученных 
данных. Научным руководителем осуществлялась методическая и 
консультативная помощь при выполнении экспериментальных исследований и 
интерпретации полученных результатов. Соавторами работ [2-А, 13-А, 17-А] 
оказывалась помощь при проведении экспериментальных исследований.
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Апробация результатов диссертации
Результаты диссертационного исследования доложены на 
международных научных конференциях «Студенческая медицинская наука XXI 
века» (Витебск, 2008, 2009,2010 гг), Республиканской научной конференции по 
аналитической химии с международным участием «Аналитика РБ-2010», на 
VIII съезде фармацевтических работников Республики Беларусь, на научных 
конференциях молодых ученых и студентов УО «Витебский государственный 
медицинский университет» (2009, 2010, 2011 гг), на научных сессиях У О 
«Витебский государственный медицинский университет» (2010,2011 гг).
Опубликованность результатов диссертации
По материалам диссертационного исследования опубликовано 17 
печатных работ. 6 статей опубликованы в журналах, включенных в «Перечень 
научных изданий Республики Беларусь для опубликования результатов 
диссертационной исследований», из них 6 в соавторстве. 6 статей опубликовано 
в журнале «Вестник фармации», 1 статья в журнале «Весш Нацыянапьная 
акадэмп навук Беларусь- Серыя х1м1чных навук» (объем в авторских 
листах - 3,38). 10 статей и тезисов докладов опубликовано в сборниках 
конгрессов, съездов, конференций (объем в авторских листах - 1,10). 
Результаты исследования внедрены в работу судебно-химической лаборатории 
Управления по Витебской области Государственной службы медишшских 
судебных экспертиз, а также в процесс обучения студентов УО «Витебский 
государственный ордена Дружбы народов медицинский университет» (2 акта 
внедрения). Получен 1 патент.
Структура и объём диссертации
Диссертационная работа состоит из введения, общей характеристики 
работы, аналитического обзора литературы, трех глав экспериментальных 
исследований, общих выводов, списка использованных источников и 
приложений. Она изложена на 204 страницах машинописного текста, содержит 
52 рисунка и 38 таблиц, занимающих 81 страницу, 6 приложений, занимающих 
29 страниц. Список использованных библиографических источников 
располагается на 21 странице и включает 242 наименования, в том числе 212 
иностранных источников и 17 собственных публикаций.
ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ 
Аналитический обзор литерату ры
В обзоре литературы рассмотрено применение различных методов 
разделения и концентрирования теобромина, геофиллина, кофеина, 
пентоксифиллина, ацикловира и аплопуринола из различных объектов. 
Показано, что в изученных литерагурных источниках отсутствует обоснование
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выбора экстрагента и условий экстракции. Условия сорбционного выделения 
данных веществ значительно различаются.
Анализ работ, посвященных хроматографическим методам определения 
производных пурина, показывает, что условия хроматографического анализа 
данных веществ в биообъектах значительно различаются. Выбор условий 
хроматографирования не обосновывается.
Жид кость-жид костная экстракция 
производных пурина
При изучении жидкость-жидкостной экстракции производных пурина и 
их структурного аналога аллопуринола были установлены зависимости 
коэффициентов распределения изучаемых веществ от времени экстракции, 
ионной силы и pH водной фазы. Время достижения экстракционного 
равновесия при экстракции всех изученных веществ не превышает 3 минут. 
При низких значениях ионной силы раствора (0,01 -  0,1 моль/л) не наблюдается 
значимых изменений коэффициентов распределения. При дальнейшем 
увеличении ионной силы раствора до 1,0 моль/л наблюдается практически 
линейный рост коэффициентов распределения изучаемых веществ. 
Исключением является ацикловир, коэффициенты распределения которого в 
диапазоне значений ионной силы 0,1 -  1,0 моль/л уменьшаются, т.е. 
наблюдается эффект всаливания.
Влияние pH раствора на коэффициенты распределения находится в 
прямой зависимости от значений констант кислотности изученных веществ. 
Так, кофеин и пентоксифиллин обладают слабоосновными свойствами 
(р/Свн* *  0,6-3,0) и в диапазоне значений pH = 2 -  11 их коэффициенты 
распределения не изменяются. Теобромин и теофиллин также обладают 
слабыми кислотными свойствами (у теобромина рК0 = 10,0, у теофиллина 
рКа «  8,6-8,8) и ведут себя в растворе как амфолиты. Зависимости влияния pH 
раствора на коэффициенты распределения теобромина и теофиллина имеют 
сходный вид. Для примера на рисунке 1 представлена графическая зависимость 
влияния pH раствора на коэффициенты распределения теобромина при 
экстракции различными органическими растворителями.
При экстракции теобромина и теофиллина хлороформом, дихлорметаном, 
этилацетатом, бутилацетатом, н-бутиловым и изобутиловым спиртами, в 
диапазоне значений pH от 2 до 7 значимых различий коэффициентов 
распределения не наблюдается. При pH более 7 наблюдается резкое 
уменьшение экстрагирующей способности растворителей, что, очевидно, 
связано с ионизацией молекулы теофиллина в данном диапазоне значений pH. 
Аналогичная зависимость наблюдается и при экстракции аллопуринола (слабая 
кислота, рАТ„ = 9,4).
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Ацикловир является амфолитом. 
Значения рА"вн+ и р Ка для него 
соответственно равны 2,3 и 9,2. 
Поэтому максимальное извлечение 
ацикловира из водных растворов 
наблюдается при pH = 4-8. Такое 
поведение ацикловира при экстракции 
можно объяснить тем, что в данном 
диапазоне значений pH ацикловир 
находится в молекулярной форме. При 
pH менее 4 и более 8 увеличивается 
доля ионов ацикловира в растворе и 
коэффициенты распределения
уменьшаются.
Оптимальным для извлечения 
теобромина является pH = 2-9, 
теофиллина - pH = 2-7,
кофеина и пентоксифиллина - pH = 2-11, ацикловира - pH = 4-8 и для
аллопуринола -  pH = 2-7.
Для определения коэффициентов распределения изучаемых веществ, при 
экстракции различными органическими растворителями, были построены 
изотермы экстракции. Полученные изотермы экстракции обрабатывали 
методом наименьших квадратов. Определение коэффициентов распределения 
проводили при температуре 2 0 ± 2 °С , значении pH раствора 5,0 и ионной 
силе 0,01. Полученные коэффициенты распределения и константы 
распределения приведены в таблице 1 (и -  число измерений).
Для изучения экстракции производных пурина и их структурных 
аналогов смесями органических растворителей использовали смеси, главным 
компонентом которых являлся хлороформ или дихлорметан. В качестве 
добавок использовали алифатические спирты: изопропиловый, н-бутиловый и 
изобутиловый.
Для выбора оптимального состава экстрагента готовили экстракционные 
смеси с различным содержанием спиртов. Расчет соотношения компонентов 
осуществляли в процентах (по объему) и в молярных долях.
1. хлороформ; 2. дихлорметан; 3. 
этилацетат; 4. н-бугиловый спирт;
5. изобутиловый спирт 
Рисунок 1 -  Влияние pH раствора на 
коэффициенты распределения 
теобромина (ионная сила 0,01)
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Таблица 1 Коэффициенты распределения и константы распределения 
изучаемых веществ при экстракции различными органическими
растворителями (уровень значимости 0,05) _________________  ___________ _
Вещество Экстрагент п D ±A D KD
1 2 3 4 5
теобромин н-бутиловый спирт 5 0,58 ± 0,01 0,58
изобутиловый спирт 6 0,57 ± 0,02 0,57
этилацетат 6 0,16 ±0,02 0,16
бутилацетат - -
амилацетат - -
диэтиловый эфир - -
хлорофом 6 0,36 ± 0,01 0,36
дихлорметан 6 0,25 ± 0,03 0,25
1,2-дихлорэтан - -
теофиллин н-бутиловый спирт 5 1,86 ±0,02 1,86
изобутиловый спирт 6 1,42 ± 0,02 1,42
этилацетат 7 0,48 ± 0,04 0,48
бутилацетат 7 0,25 ± 0,01 0,25
амилацетат 7 0,14 ±0,01 0,14
диэтиловый эфир - -
хлорофом 6 0,21 ± 0,01 0,21
дихлорметан 6 0,09 -
1,2-дихлорэтан - -
кофеин н-бутиловый спирт 7 4,12 ±0,02 4,12
изобутиловый спирт 7 1,10 ± 0,10 1,10
этилацетат 7 0,62 ± 0,02 0,62
амилацетат 7 0,98 ± 0,02 0,98
диэтиловый эфир - -
хлорофом 6 17,8 ± 1,8 17,8
дихлорметан 7 6,78 ± 0,61 6,78
1,2-дихлорэтан 7 2,46 ± 0,67 2,46
пентоксифиллин н-бутиловый спирт 5 4,19 ±0,02 4,19
изобутиловый спирт 5 3,68 ± 0,03 3,68
этилацетат 5 1,88 ±0,01 1,88
бутилацетат 5 1,51 ±0,01 1,51
амилацетат 5 1,17 ± 0,01 U 7
диэтиловый эфир 5 0,22 ±0,01 0,22
7
Окончание таблицы 1
1 2 3 4 5
пентоксифиллин хлорофом 5 258 ±5 258
дихлорметан 5 109 ± 2 109
1,2-дихлорэтан 5 27,6 ± 0,4 27,6
ацикловир н-бутиловый спирт 5 0,18 ±0,02 0,18
изобутиловый спирт 5 0,14 ±0,01 0,14
этилацетат 5 0,05 -
бутилацетат 5 0,01 -
амилацетат 5 - -
диэтиловый эфир 5 0,08 -
хлорофом 5 0,03 -
дихлорметан 5 0,02 -
1,2-дихлорэтан 5 - -
аллопуринол н-бутиловый спирт 5 1,24 ±0,01 1,24
йзобуталовый спирт 5 1,04 ±0,01 1,04
этилацетат 5 0,17 ±0,02 0,17
бутилацетат 5 0,06 -
амилацетат 5 0,02 -
диэтиловый эфир 5 0,09 -
хлорофом 5 0,01 -
дихлорметан 5 0,02 -
1,2-дихлорэтан 5 0,02 ______ I______
Примечания: 1. для коэффициентов распределения менее 0,1 доверительный интервал
не приводится, т.к. рассчитанные значения коэффициентов 
распределения имеют оценочный характер.
2. знаком «-» обозначены случаи, когда вещество практически не 
экстрагируется
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1. теобромин; 2. теофиллин; 3. кофеин; 4. 
пентоксифиллин; 5. ацикловир; 6.
аллопуринол; пунктирные и 
штрихпунктирные линии -  линии 
аддитивности 
Рисунок 2 -  Зависимость 
коэффициентов распределении 
производных пурина от молярной доли 
(х) изобугилового спирта в 
экстракционной смеси 
хлороформ: изобутиловый спирт
В результате проведенного 
исследования было установлено, что 
при использовании экстракционных 
смесей, содержащих н-бутиловый или 
изобутиловый спирт наблюдается 
синергетный эффект, достигающий 
максимума, при содержании спирта в 
смеси 0,3 -  0,4 молярные доли (30 -  
50 % (об.) в зависимости от состава 
экстрагента). Для примера, на 
рисунке 2 представлены зависимости 
коэффициентов распределения всех 
изученных веществ от состава 
экстракционной смеси хлороформ- 
изобутиловый спирт.
При экстракции теобромина, 
теофиллина, ацикловира и 
аллопуринола смесями, содержащими 
изопропиловый спирт, также 
наблюдается рост коэффициентов 
распределения, достигающий
максимума при содержании спирта 
50 % (об.). При экстракции кофеина и 
пентоксифиллина происходит
незначительный рост коэффициентов 
распределения при малом (до 5 %) 
содержании изопропилового спирта. 
При дальнейшем увеличении 
содержания спирта в экстракционной 
смеси происходит уменьшение 
коэффициентов распределения.
Определение коэффициентов распределения при экстракции смесями 
органических растворителей проводили при температуре 20 ± 2 °С, значении 
pH раствора 5,0 и ионной силе 0,01. Данные о коэффициентах распределения и 
константах распределения изучаемых веществ при экстракции смесями 
органических растворителей ; с оптимальным соотношением компонентов 
приведены в таблице 2.
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Таблица 2 Коэффициенты распределения и константы распределения 
изучаемых веществ при экстракции смесями органических растворителей 
(п = 5; уровень значимости 0,05)____________________ ______ _______________
1 1 
Вещество Экстрагент D ± A D KD
1 2 4 5
теобромин хлороформ: н-бутиловый спирт (х = 0,30; ф = 0,33) 1,43 ± 0,01 1,43
хлороформ: н-бутиловый спирт (х = 0,40; ср = 0,43) 1,38 ±0,04 1,38
хлороформ: изобутиловый спирт (х = 0,30; tp = 0,33) 1,49 ± 0,02 1,49
хлороформ: изобутиловый спирт (х = 0,40; ф = 0,43) 1,43 ±0,01 1,43
дихлорметан: н-бутиловый спирт (х = 0,30; (р = 0,38) 1,18 ±0,03 1,18
дихлорметан: н-бутиловый спирт (х = 0,40; ф = 0,49) 1,12 ±0,01 1,12
дихлорметан: изобутиловый спирт (х=0,30; (р = 0,38) 1,19 ±0,02 U 9
дихлорметан: изобутиловый спирт (х = 0,40; <р = 0,49) 1,16 ±0,01 1,16
хлороформ: изопропиловый спирт ((р = 0,05) 0,70 ±0,01 0,70
хлороформ: изопропиловый спирт (<р = 0,10) 0,89 ±0,01 0,89
хлороформ: изопропиловый спирт (ср = 0,15) 1,08 ±0,01 1,08
хлороформ: изопропиловый спирт (ср = 0,50) 2,09 ± 0,01 2,09
дихлорметан: изопропиловый спирт (<р = 0,50) 1,57 ±0,02 1,57
Г
теофиллин хлороформ: н-бутиловый спирт (х = 0,30; (р = 0,33) 6,48 ± 0,06 6,48
хлороформ: н-бутиловый спирт (х = 0,40; <р = 0,43) 6,52 ±0,02 6,52
хлороформ: изобутиловый спирт (х = 0,30; (р = 0,33) 6,75 ± 0,06 6,75
хлороформ: изобутиловый спирт (х = 0,40; ф = 0,43) 6,72 ± 0,05 6,72
дихлорметан: н-бутиловый спирт (х = 0,30; ф = 0,38) 4,27 ± 0,06 4,27
дихлорметан: н-бутиловый спирт (х = 0,40; ф = 0,49) 4,27 ± 0,06 4,27
дихлорметан: изобутиловый спирт (х=0,30; ф = 0,38) 4,23 ± 0,05 4,23
дихлорметан: изобутиловый спирт (х = 0,40; ф = 0,49) 4,37 ± 0,03 4,37
хлороформ: изопропиловый спирт (ф = 0,05) 0,92 ± 0,01 0,92
хлороформ: изопропиловый спирт (ф = 0,10) 1,66 ±0,01 1,66
хлороформ: изопропиловый спирт (ф = 0,15) 2,51 ±0,01 2,51
хлороформ: изопропиловый спирт (ф = 0,50) 7,81 ±0,04 7,81
дихлорметан: изопропиловый спирт (ф = 0,50) 4,51 ±0.02 4,51
пентоксифиллин хлороформ: н-бутиловый спирт (х = 0,30; ф = 0,33) 164 ± 1 164
хлороформ: изобутиловый спирт (х = 0,30; ф = 0,33) 170 ± 1 170
хлороформ: изопропиловый спирт (ф = 0,05) 319 ± 10 319
хлороформ: изопропиловый спирт (ф = 0,10) 267 ± 17 267
хюроформ: изопропиловый спирт (ф = 0,15) 240 ±7 240
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Окончание таблицы 2
1 2 4 5
кофеин хлороформ: н-бутиловый спирт (х = 0,30; ф = 0,33) 21,1 ±0,3 21,1
хлороформ: н-бутиловый спирт (х = 0,40; ф = 0,43) 16,2 ± 0,1 16,2
хлороформ: изобутиловый спирт (х * 0,30; ф = 0,33) 21,8 ±0,3 21,8
хлороформ: изобутиловый спирт (х = 0,40; ф = 0,43) 17,5 ±0,2 17,5
дихлорметан: н-бутиповый спирт (х = 0,30; ф = 0,38) 9,82 ±0,16 9,82
дихлорметан: н-бутиловый спирт (х = 0,40; ф = 0,49) 7,87*0,10 7,87
дихлорметан: изобутиловый спирт (х=0,30; ф = 0,38) 11,1 ±03 1U
дихлорметан: изобутиловый спирт (х = 0,40; ф =  0,49) 8,83 ±0,26 8,83
хлороформ: изопропиловый спирт (ф = 0,05) 29,0 ±0,4 29,0
дихлорметан: изопропиловый спирт (ф =0,05) 11,6 ±0,1 11,6
хлороформ: изопропиловый спирт <ф=0,10) 25,4 ±0,1 25,4----- --------------  . ------------ --------- I
хлороформ: изопропиловый спирт (ф ~ 0,15) 243 ± 0,1 24,5
хлороформ: изопропиловый спирт (ф = 0,50) 17,7 ±0,1 17,7
дихлорметан: изопропиловый спирт (ф = 0,50) 9,82 ±0,20 9,82
ацикловир хлороформ: изопропиловый спирт (ф=0,50) 0,46 ±0,01 0,46
дихлорметан: изопропиловый спирт (ф = 0,50) 0,50 ±0,01 030
аллопуринол хлороформ: изопропиловый спирт (ф = 0,50) 0,85 ±0,01 0,85
дихлорметан: изопропиловый спирт (ф = 0,50) 1,01 ±0,01 1,01
Примечания: 1. и -  число измерений;
2. / - молярная доля спирта в смеси;
3. ф-объемная доля спирта в смеси;
Твердофазная экстракция производных пурина
При изучении твердофазной экстракции производных пурина и их 
структурных аналогов использовались немодифицированные (Силохром 120, 
фракция 100-200 мкм) и модифицированные (Диасорб-100-CN; Диасорб-100- 
NH2; Диасорб-100-Фенил; Диасорб-100-С1; Диасорб-100-С8; Диасорб-100-С 16, 
фракция 63-200 мкм) силикагели. Сорбцию из водных растворов изучали в 
статических условиях (навеска сорбента 0,100 г, объем водной фазы 10,0 мл). 
Десорбцию изучали в динамических условиях с навеской сорбента 1,0 г, 
пропуская разные объемы элюента через картридж, представляющий собой 
полипропиленовую трубку длиной 80 мм и диаметром 10 мм.
Было определено время установления адсорбционного равновесия, 
зависимости влияния ионной силы и рн водной фазы. Время достижения 
сорбционного равновесия для всех изученных веществ не превышает 10 минут. 
Ионная сила раствора в диапазоне значений 0,01-0,1 практически не влияет на 
адсорбцию аналитических количеств изученных пуринов. При дальнейшем
1
увеличении ионной силы до 0,5-1,0 наблюдается увеличение адсорбции на всех 
изученных сорбентах.
Экспериментально установлено, что максимальная сорбция теобромина, 
теофиллина, кофеина и пентоксифиллина наблюдатся при pH = 3-8 и в 
указанном диапазоне ее уровень практически не изменяется. Для аплопуринола 
максимальная сорбция наблюдается в диапазоне значений pH = 4-8, а для 
ацикловира - pH = 5-8. При более низких значениях pH раствора наблюдается 
снижение адсорбции, вызванное ионизацией молекул ацикловира
Определение параметров адсорбции изучаемых веществ из водных 
растворов производилось при ионной силе 0,01 и pH = 5,0-6,0. Температура при 
изучении сорбционных характеристик составляла 20 ± 2 °С. Результаты 
определения сорбционных характеристик производных пурина и их 
структурных аналогов приведены в таблице 3.
При изучении десорбции производных пурина и их структурных аналогов 
использовали только сорбент Диасорб-100-С16, т.к. на нем присходит наиболее 
полная адсорбция изучаемых веществ. В качестве элюентов использовали 
этанол, ацетонитрил и ацетон. В результате проведенных исследований было 
установлено, что все изученные элюенты равноэффективны и для элюирования 
свыше 95 % вещества с 1 г сорбента достаточно 3,0-3,5 мл элюента.
Разработка методик количественного определения 
производных пурина в биологических жидкостях
На основе результатов исследования оптимальных условий жидкость- 
жидкосгной и твердофазной экстракции разработаны методики определения 
лекарственных веществ группы производных пурина и их структурных 
аналогов в биологических жидкостях методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии. Исследования проводили на жидкостном хроматографе Agilent 
1100 с фотодиодноматричным детектором. Разделение веществ проводили на 
хроматографических колонках Zorbax SB С-18 4,6x250 мм, 5 мкм или Zorbax 
Eclipse XDB-C18 4,6x150 мм, 5 мкм, заполненных октадецилсиликагелем.
Экспериментально было доказано, что для хроматографического 
разделения изучаемых веществ можно использовать смесь воды и ацетонитрила 
без добавления буферных растворов. Пробоподготовку при определении 
теобромина, теофиллина, кофеина и пентоксифиллина в пламе крови 
проводили методом жидкость-жидкостной экстракции с использованием 
экстракционной смеси хлороформа и изобутилового спирта, содержащей 33 % 
(об.) спирта. При определении ацикловира и аплопуринола использовали 
пробоподготовку методом твердофазной экстракции в картриджах, 
заполненных сорбентом Диасорб-100-С 16.
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Разработанные методики валидированы по параметрам специфичность, 
правильность, воспроизводимость, линейность, диапазон определяемых 
содержаний, стабильность образцов при хранении в замороженном виде, 
стабильность образцов после разморозки, стабильность образцов после 
проведения пробоподготовки, стабильность раствора внутреннего стандарта. 
Валидация методик проводилась в соответствии с требованиями 
Государственной Фармакопеи Республики Беларусь.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Основные научные результаты диссертации
1. Изучено влияние различных факторов (ионная сила и pH раствора, 
природа экстрагента) на коэффициенты распределения теобромина, 
теофиллина, кофеина, пентоксифиллина, ацикловира и аплопуринола при 
экстракции различными органическими растворителями.
Рассчитаны коэффициенты распределения и константы распределения 
для теобромина, теофиллина, кофеина, пентоксифиллина, ацикловира и 
аллопуринола при экстракции хлороформом, дихлорметаном, 
1,2-дихлорэтаном, этилацетатом, бутилацетатом, амилацетатом, диэтиловым 
эфиром, н-бутиловым и изобутиловым спиртами.
Лучшим экстрагентом для извлечения кофеина и пентоксифиллина 
является хлороформ (константы распределения соответственно равны 17,8 и 
258). Оптимальный диапазон значений pH раствора для экстракции составляет 
2- 11 .
При экстракции теобромина, теофиллина, ацикловира и аллопуринола 
лучшими экстрагентами являются алифатические спирты (н-бутиловый и 
изобутиловый). Оптимальным для извлечения теобромина является диапазон 
значений pH = 2-9, теофиллина - pH = 2-7, ацикловира - pH = 4-8 и для 
аллопуринола -  pH = 2-7. Однако, вследствии низких коэффициентов 
распределения, при экстракции индивидуальными органическими 
растворителями, для извлечения данных веществ целесообразно использовать 
смеси органических растворителей [1,4, 8, 9,11, 13, 14].
Изучено влияние состава экстракционных смесей типа алкилгалогенид- 
спирт на коэффициенты распределения производных пурина и их структурных 
аналогов, рассмотрены механизмы, приводящие к изменению коэффициентов 
распределения изучаемых веществ.
Показано, что лучшими экстрагентами для изученной группы веществ 
являются смеси хлороформа или дихлорметана с н-бутиловым или 
изобутиловым спиртами. Наиболее выраженный синергетный эффект 
наблюдается при экстракции данными смесями теобромина и теофиллина при 
молярной доли спирта в смеси 0,3-0,4. Константы распределения данных
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веществ при экстракции смесью хлороформ: изобутиловый спирт (содержащей 
0,3 моляные доли спирта) соответственно равны 1,49 и 6,75, что значительно 
выше констант распределения при экстракции индивидуальными
органическими растворителями. На предложенные экстаркционные смеси 
получен патент.
При эстракции кофеина, пентоксифиллина, ацикловира и аллопуринола 
также наблюдается синергетный эффект, но выраженный в меньшей степЬни. 
Поэтому коэффициенты распределения данных веществ незначительно выше 
соответствующих коэффициентов распределения при экстракции
индивидуальными органическими растворителями [3, 4, 10].
Показана применимость выявленных закономерностей экстракции 
производных пурина для других групп лекарственных веществ на примере 
новокаинамида и артикаина [12, 17].
2. Определены оптимальные условия адсорбции и десорбции 
теобромина, теофиллина, кофеина, пентоксифиллина, ацикловира и 
аллопуринола на немодифицированных и химически модифицированных 
силикагелях. Рассчитаны параметры адсорбции производных пурина и их 
структурных аналогов на различных сорбентах.
Экспериментально установлено, что основным механизмом, приводящим 
к адсорбции всех изученных веществ, являются гидрофобные взаимодействия. 
Соответственно, лучшими сорбентами для извлечения изученных веществ из 
водных растворов являются химически модифицированные неполярные 
сорбенты Диасорб-100-С8 и Диасорб-100-С16.
Для десорбции изученных веществ с сорбента Диасорб-100-С16 
рекомендуется использование этанола, ацетона и ацетонитрила Для десорбции 
свыше 95 % изученных веществ с 1 г сорбента достаточно 3,0-3,5 мл этанола и 
ацетона [5, 6, 15, 16].
3. Исследовано хроматографическое поведение теобромина, теофиллина, 
кофеина, пентоксифиллина, ацикловира и аллопуринола в обращенно-фазовой 
жидкостной хроматографии [6, 7].
4. Разработана и валидирована методика определения метилксантинов в 
плазме крови методом ВЭЖХ с применением в качестве экстрагента смеси 
хлороформ: изобутиловый спирт (33,0 % об.). Диапазон определяемых 
концентраций изучаемых веществ включает терапевтические, токсические и 
летальные концентрации, что позволяет использовать данную методику при 
химико-токсикологическом анализе биологических жидкостей [7].
Разработаны и валидированы методики определения ацикловира и 
аллопуринола в плазме крови методом ВЭЖХ в сочетании с твердофазной 
экстракцией [6].
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Рекомендации по практическому использованию результатов
1. Разработана новая методика определения метилксантинов в плазме 
крови. На основании разработанной методики определения метилксантинов в 
плазме крови оформлена и утверждена в Министерстве здравоохранения 
Республики Беларусь инструкция по применению «Определение теофиллина в 
плазме крови методом высокоэффективной жидкостной хроматографии» (per. 
№ 123-1109 от 06.05.2010г). Методика применяется в судебно-химической 
лаборатории Управления по Витебской области Государственной службы 
медицинских судебных экспертиз.
2. Разработано новое дозирующее устройство (резонансный дозатор 
сыпучих веществ), позволяющий в значительной степени повысить 
производительность труда химиков-аналитиков, врачей-лабораытов и судебно- 
медицинских экспертов-химиков при изготовлении картриджей твердофазной 
экстракции.
3. Экспериментальные данные, полученные при выполнении 
диссертационного исследования внедрены в учебный процесс на кафедре 
токсикологической и аналитической химии УО «Витебский государственный 
ордена Дружбы народов медицинский университет».
4. Разработанные эффективные методики определения теофиллина, 
кофеина, пентоксифиллина, ацикловира и аллопуринола в плазме крови 
методом ВЭЖХ можно применять в аналитических лабораториях для 
исследования биологической эквивалентности лекарственных препаратов.
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РЭЗЮМЕ
ГПвавар Mixaui Леаншав1ч
Вадкасць-вадкасная i цвердафазная экстракцыя лекавых рэчывау трупы 
вытворных пурына i ix структурных аналагау
Ключавыя словы: тэабрамш, гэафшн, кафеш, пентокс1фшш, auimiaeip, 
алапурынол, вадкасць-вадкасная экстракцыя, цвердафазная экстракцыя, 
высокаэфектыуная вадкасная храматаграф1я.
Мэта работы: распрацоука методык колькаснага выявления тэабрамшу, 
тэафинну, кафешу, пентокс1фшну, ашклав1ру i алапурынолу у плазме Kpbmi 
метадам высокаэфекты^най вадкаснай храматаграфп.
Метады даследвання i апаратура: спектрафатаметрыя,
патэнцыяметрыя, высокаэфектыуная вадкасная храматаграф1я; 
спектрафатометр СФ-46, рэпструючы спектрафатометр Specord 250, ioHaMep 
1-160, вадкасны храматограф Agilent 1100.
BbiHiKi даследвання: распрацаваны методьш колькаснага выявления 
тэабрамшу, тэафинну, кафешу, пентокафшшу, auiitnaBipy i алапурынолу у  
плазме крыв1 метадам высокаэфектыунай вадкаснай храматаграфп. 
Пробападрыхтоука выконваецца з выкарыстаннем новага высоказфектыунага 
экстрагенту альбо метадам цвердафазнай экстракцьп.
Навуковая нав1зна: упершыню праведзена даследванне уплыву розных 
фактарау на працэс вадкасць-вадкастнай i цвердафазнай экстракцьп рэчывау 
трупы вытворных пурына i ix структурнага аналага алапурынола для вялжай 
колькасш орган1чных растваральнiкау i сарбентау розных груп. Упершыню 
праведзена даследванне уплыва склада экстрагента на каэфщыенты 
размяркавання вывучаемых рэчывау пры экстракцьп сумесям1 гыпу 
алкшгалагенщ-сшрт.
Ступень выкарыстання: методыка выяулення тэафинну у плазме крыв1 
выкарыстоуваецца у судова-Х1М1чнай лабараторьп Ктравання ДСМСЭ па 
В1цебскай вобласщ, в ы н т  даследвання храматаграф1чных паводзш 
метылксантынау ужыты у навучальным працэсе на кафедры такснсалапчнай i 
аналпычнай xiMii УА «Вщебсю дзяржауны ордэна Дружбы народау 
медыцынсю ушверсггэт».
Вобласць ужывання: фармацэутычны i х^мжа-таксйсалапчны аншпз.
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РЕЗЮМЕ
Пивовар Михаил Леонидович
Жидкость-жидкостная и твердофазная экстракция лекарственных веществ 
группы производных пурина и их структурных аналогов
Ключевые слова: теобромин, теофиллин, кофеин, пентоксифиллин, 
ацикловир, аллопуринол, жидкость-жидкостная экстракция, твердофазная 
экстракция, высокоэффективная жидкостная хроматография.
Цель работы: разработка методик количественного определения 
теобромина, теофиллина, кофеина, пентоксифиллина, ацикловира и 
аллопуринола в плазме крови методом ВЭЖХ.
Методы исследования и аппаратура: спектрофотометрия,
потенциометрия, высокоэффективная жидкостная хроматография; 
спектрофотометр СФ-46, регистрирующий спектрофотометр Specord 250, 
иономер И-160, жидкостный хроматограф Agilent 1100.
Результаты исследования: разработаны эффективные методики
количественного определения теобромина, теофиллина, кофеина, 
пентоксифиллина, ацикловира и аллопуринола в плазме крови методом ВЭЖХ. 
Пробоподготовка проводится с использованием нового высокоэффективного 
экстрагента или методом твердофазной экстракции.
Научная новизна: впервые проведено исследование влияния различных 
факторов на процесс жидкость-жидкостной и твердофазной экстракции 
лекарственных веществ группы производных пурина и их структурных 
аналогов для широкого спектра органических растворителей и сорбентов 
различных групп. Впервые проведено исследование влияния состава 
экстрагента на коэффициенты распределения изучаемых веществ при 
экстракции смесями типа алкилгалогенид-спирт.
Степень использования: методика определения теофиллина в плазме 
крови используется в судебно-химической лаборатории Управления ГСМСЭ по 
Витебской области, результаты исследования хроматографического поведения 
метилксантинов внедрены в учебный процесс на кафедре токсикологической и 
аналитической химии УО «Витебский государственный ордена Дружбы 
народов медицинский университет».
Область применения: фармацевтический и химико-токсикологический 
анализ.
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SUMMARY
Pivavar Mikhail Leanidavich
Liquid-liquid and solid phase extraction of medicinal substances purine 
derivatives group and their structural analogues
Keywords: theobromine, theophylline, caffeine, pentoxifylline, acyclovir, 
allopurinol, liquid-liquid extraction, solid phase extraction and liquid
chromatography.
The purpose of investigation is to work out procedures for the quantification 
of theobromine, theophylline, caffeine, pentoxiphylline, acyclovir and allopurinol in 
blood plasma by high-performance liquid chromatography (HPLC).
The methods of investigation and equipment: spectrophotometry, 
potentiometry, high performance liquid chromatography; spectrophotometer SP-46, 
recording spectrophotometer Specord 250, pH meter 1-160, liquid chromatograph 
Agilent 1100.
The results of the study: the effective procedures for quantification of 
theobromine, theophylline, caffeine, pentoxifylline, acyclovir and allopurinol in 
blood plasma by HPLC have been developed. Sample preparation is carried out using 
new high-performance extragent or the method of solid phase extraction.
Scientific novelty: for the first time we’ve carried out a study o f the influence 
of various factors on liquid-liquid and solid phase extraction o f medicinal substances 
purine derivatives group and their structural analogs for the wide range of organic 
solvents and sorbents o f various groups. For the first time we’ve examined the 
influence of extragent’s composition on distribution coefficients of studied 
substances while extraction by mixtures alkyl halogenides -alcohol type.
The usage: the technique of theophylline determination in blood plasma is 
used in forensic chemical laboratory of Management GSMFE in the Vitebsk region, 
the results of the study o f chromatographic behavior o f methylxanthines are 
introduced in the educational process at the Department o f toxicological and 
analytical chemistry, EE "Vitebsk State Order of Peoples’ Friendship Medical 
University".
Application area: pharmaceutical and toxicological analysis.
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